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論 文 内 容 要 旨
食物は,消 化管内で酵素や微生物により消化されて,ア ミノ酸やペプチ ド,少糖,脂 肪酸など
のより単純な栄養物質になる。消化管中の栄養物質は,栄養的な価値の他 に,生理的刺激因子 と
して も作用する事が知られている。腸の運動や膵外分泌と内分泌,血 流と吸収,摂 食行動などは,
消化器官にあると考え られている受容体を介 して栄養物質によって調節されているといわれる。
反すう動物の前胃発酵とほとんど総ての動物の下部消化管発酵の主要代謝産物は,酢酸やプ ロ
ピオン酸,酪酸などの短鎖脂肪酸であり,動物のエネルギー源になる。また,短鎖脂肪酸はほ乳動
物の消化器官に対して多彩な生理作用を持っている。エネルギー源としての価値 と生理的刺激因
子としての短鎖脂肪酸の二面性は,ア ミノ酸やブ ドウ糖の作用に似ている。 しか し,消化器官の
化学刺激受容体を介した,ア ミノ酸やブドウ糖の生理作用の発現機構に比べて,短 鎖脂肪酸の生
理作用機作の解明は遅れている。
そこで,い ままで調べ られた短鎖脂肪酸の生理効果と推論された作用機作か ら,次のような設
問が提起できると考える。1)短 鎖脂肪酸は,消 化管の特別な機構によって受容 され,そ の刺激
は伝導 さ為るのか?2)も し,受容機構があるとしたら,消化管の何処にあるのか?3)刺
激伝達が行われているとした ら,腸内在神経や上皮(労)内 分泌系が関与するのか?
消化管の運動とイオン輸送は,共 に腸内在神経や上皮(勇)内 分泌,管 腔内容物か らの機械的
・化学的刺激によって調節されているので,短鎖脂肪酸の刺激受容 と伝達機構を研究するのに大
変適している、本研究では,家畜 ・ヒ トを含 めた短鎖脂肪酸の刺激作用機構を,実 験動物をモデ
ルに して調べた。 ラット摘出結腸の運動とイオ ン輸送に対す る短鎖脂肪酸の刺激作用を検討する
ことによって,上 記の設問を明らかにする事を試みた。
1.生体位結腸の運動と経上皮電位に対する短鎖脂肪酸の影響
ネンブタール麻酔 したラットの結腸を生体位で口側か ら肛門側に一方向性に灌流 しなが ら,運
動や経上皮電位(PD),液の排出速度(Drain)に対する短鎖脂肪酸の影響を同時に測定した。
プロピオン酸(10mM)を含む緩衝液の灌流によって,中 位結腸 と遠位結腸の運動の昂進やそ
れに連動する液の排出速度の増加,経上皮電位の増加が起 こった(図1)。 しかし,この効果は
近位結腸では見られなか った。
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図1Effect・fp・ ・pi・・aし…m・tiliしy,water・ ・tf1。wandtransmural
potentialdifference(PD)inthecolonicloop.perfused
orthodromically.Themotilitywasestimatedaschangesinthe
intraluminalpressure(ILP)andthewateroutflow(DRAIN)was
measuredbyavolumerecorder.
2.摘 出結腸 の運動に対する短鎖脂肪酸の刺激作用
プロピオン酸が生体位結腸 の運動を昂進する事がわか ったので,摘 出結腸を用いて ラッ ト結腸
の運動に対する短鎖脂肪酸の作用を詳細に調べた。
反転腸管,非 反転腸管,短 冊(型),粘 膜剥離短冊(型),縦 走筋標本を実験に使った。 これ
らの標本を浴槽中(32℃)に縦走筋方向に吊って,そ の張力を圧 トランスジュウサーで測定 した。
プロピオン酸や酪酸,吉草酸は中位結腸 と遠位結腸の反転腸管を収縮 させた(図2)。 しかし,
近位結腸は収縮 させなかった。これ らの効果は,用量依存性であった(図3)。 酢酸には全 く効
果がなかった。中位結腸 と遠位結腸の非反転腸管や粘膜剥離標本,縦 走筋標本(筋 層間神経を含
む)に 対 して,プ ロピオ ン酸は全 く収縮効果を示さなかった。これらの結果は,プ ロピオ ン酸に
よる結腸の収縮効果が平滑筋や神経に対する直接作用ではな く,粘膜を介 した間接効果であるこ
とを示唆 している。
プロピオン酸 による結腸平滑筋の収縮効果は,ア トロピンやテ トロドトキシン,プ ロカイン
(粘膜側投与)に よって抑制され,エ ゼ リンによって増強された(表1)。 これは,管 腔側か ら
の短鎖脂肪酸の効集が,知 覚神経 とコリン作動性神経を介した粘膜反射である事を示唆 している。
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表1 Effectsofpharmacologicaldrugsonthecontractileresponseofthe
middleanddistalcolontopropionate(1mM)
Drugs
Aヒropi口e
(iuM)
Eser加e
(10nN)
Procaine
(0.4rm`1)
TTX
(3uM)
Middle
inabsence
ofdrug
1.38'0.15
Corlt:rac!:ion(9
colonコ
エnρresence
ofdrug
O、Pく0.01
1.36ｱ0.222.01ｱ0.23P<0.05
1.81士0.330.13±0.07PくOrO1
Z.15*_0.14
Hexamethonium1.83
(0.1mM)
土0.28
a Pく0.01
2.03tO.34P<0.05
oftension)
Distalcolon
inabsenceinpresence
ofdrugofdrug
2.46土0.290Pく0馬01
2・35土0.242.71よ0・24Pく0.05
2.55ｱ0.33
2.89ｱ0.51
0
a
P<0.01
Pく0.01
2.50tO.302.57ｱ0.33NS
ValuesaremeanｱSE(n=6foreach).
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短鎖脂肪酸の効果には,同 じ酸同士や違 った酸の間で起こる脱感受性(適 応)現 象が見 られた
(図4)。脱感作現象は知覚受容の特徴の一つである事から,粘膜側からの短鎖脂肪酸の作用に,
特別な刺激受容機構の存在が示唆 される。また,そ れ自身収縮刺激作用を持たない酢酸や乳酸の
前投与が,後から加えたプ ロピオン酸の作用を抑制する(図5)ことも受容機構の存在 を支持 して
いる。
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3.結 腸上皮 のイオン輸送 に対す る短鎖脂肪酸め影響
生体位結腸において,プ ロピオ ン酸の灌流によって起こった経上皮電位の増加は,上皮細胞の
電位発生的なイオン輸送の変化を意味する。そこで,摘 出結腸の粘膜標本を用いて,短鎖脂肪酸
による結腸上皮の イオ ン輸送に対する影響を詳細に検討 した。
イオ ン輸送の変化は,Ussing型輸送箱を用いて,短 絡回路法 と単一方向性イオン流量を放射
性同位体(36Cl)で測定した。'遠位結腸か ら,縦走筋 と輪走筋の両方を剥が した標本および縦走
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筋だけ(テ トロドトキシンの影響を見る.時のみ使用)を剥が した標本を使った。プ.ロピオン酸や
酪酸,吉 草酸,カ プ ロン酸は管腔側に投与 した時だけ短絡電流と経上皮電位を二相性.(初め小さ
く減少,続 いて大 き く増加)に 変化 させ た(図6)。 その時,コ ンダクタ ンスは増加 だけを示 し
た。こ.れらの効果は濃度依存性を示 した。
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図6 Changesinshort-circuitcurrent(s.c.c.)generatedbystripped
sheetoftheratcoloninresponsetoshort-chainfattyacids.A,
effectofmucosalapplicationofacetate,propionate,butyrate,
caproateandheptanoate(0.3mM,respectively)ons.c.c.B,(a)
effectofcumulativeadditionofpropionatefrommucosalsideon
s.c.c.,(b)effectofmucosalpropionateafterwashedthetissue,
(c)effectofpropionatefromtheserosalside(S)andthen
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プ ロ ピオ ン酸 による短絡電流 の変化 は,ウ ワバ インとブメタニ ド(漿 膜側)に よって抑制 され
たが,ア ミロラ イ ド(粘 膜側)で は抑 制 されなか った。 また,漿 膜側 の塩素 イオ ンを除去 して も,
プ ロピオン酸 の効 果は抑制 された(図7)。
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36C1を用 いた単一 方向性 イオ ン輸 送 の測定 によって,プ ロピオ ン酸 によ る短絡電流 の二相性
変化 は,塩 素 イオンの二相性(初 め粘膜側か ら漿 膜側 への増加,少 し遅れて漿膜側か ら粘膜側へ
の増加)変 化 と一 致 した。結果的 に,プ ロピオ ン酸 によ って一 過性の塩素 イオ ンの分泌が起 こ っ
たr(図8)。
プ ロピオ ン酸 によ る短絡電流の二相性変化 は,抗 アセ チルコ リン薬(ア トロピン,QNB,ヘ
ミコ リニウムー3)や 抗セ ロ トニ ン薬(ミ ア ンセ リンとサ イプ ロヘプ タヂ ン)に よって抑制 され
た。 また,セ ロ トニ ン合成阻害薬 によ り粘膜 中のセ ロ トニ ンを約90%減少 させ る事 によ って も,
プ ロピオ ン酸 の作用 は抑制 され た(図9)。
粘膜 下神経 叢 を付 けた粘膜標本(縦 走筋だ けを剥 が した標本)に 対 するプ ロピオ ン酸の作 用は,
ナ トロ ドトキ シ ンによ って部分的に抑制 され た(表2)。 一方,神 経 を付 けない標本(縦 走筋 と
輪 走筋 を剥が した標 本)は 抑制されな かった。 これ は,管 腔 側か らの短鎖 脂肪酸 の作用が粘 膜下
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神経叢の細胞体を介 した粘膜反射である事を示唆している。
肚 よ り漕 腔側からのプ・ピオ ・醐 ・よ・てひき起とされ碓 素 イオ1・継 の変イヒは
,披
細胞に対する直接作用ではなくて・粘膜中のセロトニンや コリシ作動性神経からのアセチルコリ
ンを介 した間接作用であると考え られる・粘膜申のセロトニンは,ほ とんどが腸の味覚紬胞の_
つであるエンテ ロクロマ・・凋 胞 に局在 しているので,管腔側からの短鎖脂肪酸の刺激はエ。
テロクロマフィン細胞 によって受容される可能性が考え られ る。
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図9Effectofp-chlorophenylalanine(PCPA)treatmentons.c.c.
generatedbystrippedsheetsoftheratdistalcoloninresponse
topropionateaddedtothemucosalsolution.PCPAwas
intraperitonealyinjectedasfollowingschedule,thefirst
administration(ZOOmg/kgbodyweight)fivedaysbeforeexperiment
andthensuccesiveadministration(100mg/kg)forfourdays.As
cQnしro10.9%NaCIas.samevolumeasPCPAvehiclewas
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foreach.*Significarltlydifferentfromcon仁rQl,.*P〈0・05,
**pく0・01(anQnpair6dStudent .,st-test)・
表2 Inhibitoryeffectsofpharmacologicaldrugsonshort-circuit
currentgeneratedbystrippedsheetsoftheratdistalcolon
inresponsetopropionateaddedtothemucosalsolution.
Drugs
Control
Aしropine
QNB
Hemichol.inium-3
Cyproheptadine
Mianserin
Tetrodotoxin
mol/1
1xl『7
-8
1x10
-43
x10
-61
x10
-5夏
x正0
-55
x10
1xlO-7
n
12
5
5
?
?
4
6
Response
100
41.5ｱ4.8
41.6t6.4
57.3ｱ9.1
59.6ｱ7.5
16.2ｱ9.8
12.0ｱ3.5
43.2ｱ9.7
P
く0.Oi
<o.oi
く0.05
く0.05
く0.01
<0.01
<o.oi
ControlresponsewasQbtainedbyO・2mN.prOpionateintheabsence
ofpharmacologicaldrugs.Pharmacologicaldrugswereaddedto
theserosalsolutionaboutIOminheforeadditionofpropionate
(0・3-0・4mi・!)・QNB:±一quir】uclidiny1・ben2ilate,P:significantly
differerltfromconしro1(Sしudenし 冒sし 一ヒestforapair臼d'sample) .
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4.短鎖脂肪酸受容体の存在について
結腸粘膜上に短鎖脂肪酸の受容機構の存在が示唆された。そこで,短 鎖脂肪酸のいろいろな類
似化合物を使い,刺激に必要な化学構造を調べて,受 容機構の特異性を明らかにする事を試みた。
実験には,短鎖脂肪酸の繰 り返 し刺激に対 して安定した応答を示す反転腸管法を用いた。反転腸
管の経上皮電位に対す る化合物の影響を指標 にした。
炭素数1か ら8の直鎖型短鎖脂肪酸では,プ ロピオン酸(C3),酪 酸(C4),吉草酸(C5),
カプロン酸(C6)が 経上皮電位を増加 させた(表3)。刺激の強さに,炭素数依存性はなかった。
これ らはいずれも脱感作をひき起こして,後 から加えた同濃度のプロピオ ン酸の作用を完全に抑
制 した。
蟻酸(C1)とカプ リル酸(C8)に は全 く効果がなく,酢酸(C2)とヘプタン酸(C7)は経上
皮電位 に対 して殆ど効果がなか ったが,強 い脱感作を起こし,後から加えたプロピオン酸の作用
を抑制 した。
炭素数が3か ら6であれば,分 岐型で も環状型でも経上皮電位を増加 させて,脱感作も起こし
た(表4)。 炭素鎖へのア ミノ基や水酸基,ケ ト基,二 重結合,ハ ロゲン基の導入は,刺激効果
を無 くすか著 しく減少 させた。 ジカルボン酸や トリカルボン酸には,全 く効果がなかった。カル
ボキシル基を硫酸基 やアルデヒ ド基,ア ルコール基,ア ミド基に置換す ると刺激効果が全 く失わ
れた。
それ自身刺激作用を持たない3一塩素プ ロピオ ン酸やクロ トン酸は,プ ロピオン酸との同時投
与(管 腔側)に よって,プ ロピオン酸の作用を拮抗的に抑制 した(図10)。漿膜側からでは,こ
れら拮抗物質による抑制は見 られなかった。
以上より,ラ ット結腸上皮細胞の管腔側表面上に,炭素数3か ら6の短鎖脂肪酸に構造特異性
を持つ受容(体)機 構が存在す るものと考え られる。
表3 Effectofahomologousseriesofstraight-chain
monocarboxy.licacids
NurnberofCompoundIncreaseinp.d。 露inhibiヒionagainst
carbonatoms(mV)byO.5mMacidO.5mMpropionate
?
?
?
?
?
?
?
?
formate
aceヒate
propionaし俘
buヒyraヒe
valeraヒe
caproaヒe
hepヒanoaヒe
caprylate
?
?
?
?
?
?
?
?
? 3ｱU
5ｱ1
9ｱ1
2ｱ0
2ｱ1
5土0
(2)
2(8)
6(10)
2(7)
6(8)
3(6)
3(8)
(2)
0(2)
14-22'(2)
100(6)
loo(2>
100(2)
100(2)
100(2)
94-96(2)
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表4 Effectofahomologus
monocarboxylicacids
seriesofbranched-chain
Numberof
carbonatom
Compound Increaseinp.d.7inhibitionagainst
(mV)byO.5mMacidO.SmMpropionate
?
?
?
?
?
?
?
7
iso-butyrate
iso-valerate
iso-caproate
2-ethylbutyrate
3-ethylbuヒyrat二e
3-dimeヒhylbuヒyraヒe
cyclopentane-
carboxylate
cyclohexane-
carboxylate
5.5ｱU.9(3)
3.5-4.0(2)
1.2ｱU.8(6)
U.3ｱU.3(6)
1鴨2±0噺8(6)
10.2ｱ1.4(6)
9.0ｱ2.3(6)
U (2)
100(2)
100(2)
tOO(2)
ioo(2)
100(2)
100(Z)
正00(2)
0.(2)
?
〉
?
?
。
?
?
?
?
10
5
0
Oconヒro1
●3-C1-P・ ・pi・nate
(0.07m凹)
▲crotonicacid
(0。2m岡)
0
▲
?
?
L
o.oi U.1
Propionaヒe(m卜{)
t.o
図10 Competitiveinhibitionby3-C1-propionateorcrotonateagainst
increaseintransmuralpotentialdifference(p.d.)generatedby
theevertedcoloninresponsetopropionate.Afteranexamination
ofcontrolusingpropionate,aninhibitorandpropionatewere
simultaneouslyaddedtotheorganbath.
..、
一124一
5.結 論
短鎖脂肪酸は,ラ ット結腸の運動とイオン輸送を管腔側から刺激する。短鎖脂肪酸は,炭素数
3から6の モノカルボン酸に構造特異性を持った受容(体)機 構によって認識され る。受容(体)
機構は,上皮細胞の管腔表面近 くにあるらしい。短鎖脂肪酸の刺激伝達 には,エ ンテロクロマ フ
ィン細胞と腸内在神経が関与 している可能性が極めて強い。管腔側からの短鎖脂肪酸の刺激は腸
内反射性に平滑筋や上皮細胞に伝達されて,結 腸の運動の昂進とイオン輸送の変化が起きると考
え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
短鎖脂肪酸は反傷動物の第一胃のみならず,多 く動物の盲腸,結 腸などにかなり高濃度に存在
し,エネルギー源,そ の他に利用されている。著者は,ラ ットの結腸内にある短鎖脂肪酸に着 目
し,新 しい観点か らその生理的意義について一連の研究を行 った。
著者は,ま ずラットの生体位の結腸を用いて,プ ロピオン酸の灌流を行 ったところ,中 位およ
び遠位結腸の運動の高進や経上皮電位の増加を認めた。この事から短鎖脂肪酸は結腸に対する生
理的刺激因子 とな り得ることが示された。
結腸に対する運動高進作用をより詳細に検討す るため,摘 出結腸に反転,非 反転,粘 膜剥離な
どの処理を加え,浴槽中に懸垂 して,各 種脂肪酸を作用なせた。その結果,結腸運動 に対し酢酸
には,全 く効果がないが,プ ロピオ ン酸,酪 酸,吉 草酸は用量依存性に収縮作用を示 し,かつそ
の作用は粘膜を介する間接効果であることを知った。
生体位結腸をプロピオ ン酸で灌流 した際の運動高進に伴 って生 じた経上皮電位の増加は上皮細
胞のイオ ン輸送の変化を意味する。そこで遠位結腸か ら筋層を剥が した標本を用い,短鎖脂肪酸
を投与 した際の短絡電流の変化と35Clの単一方向性 イオン輸送量の変化を測定 したところ,プ ロ
ピオ ン酸投与による短絡電流と塩素イオン輸送の二相性変化は相互によく一致することを知った。
更に各種阻害剤などの同時使用 により,これ らの変化はコリン作動性神経を介したアセチルコリ
ン作用および腸のエンテロクロマフィン細胞中に存在す るセロトニン作用によるものであること
を結論 した。
上述の諸実験成果か ら結腸粘膜の管腔側に,短鎖脂肪酸の受容機構が存在 し,興奮の伝達には
腸内在神経とエンテロクロマフィン細胞が関与することを知 った。 この受容機構の特異性をより
明らかにするために,反転腸管を用い短鎖脂肪酸に類似す る43の化合物を用いて経上皮電位に対
する影響をみた結果,炭素数3～6の 短鎖脂肪酸にのみ特異性を持つ受容機構が存在することを
明かにした。
以上,著 者は結腸中に存在する短鎖脂肪酸の意義について,従 来研究されなか った新しい側面
からの追求を行い,生理学および栄養学上,興 味ある多くの新知見を得た。よって審査員一同,
農学博士の学位を授与するに値すると判定 した。
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